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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Sirotka je glavni stranski produkt mlekarske industrije, ki vsebuje še veliko dragocenih 
sestavin, kot so sirotkine beljakovine, laktoza in minerali. Ker običajno pri proizvodnji sira 
iz 100 L mleka nastane med 80 in 90 L sirotke (Božanić in sod., 2014), je potrebno 
razmišljati, kaj lahko s to sirotko naredimo. Večina od 160 milijonov ton, kolikor naj bi po 
ocenah nastalo sirotke pri predelavi mleka v enem letu (Božanić in sod., 2014), se uporabi 
za proizvodnjo drugih mlečnih izdelkov. Manjši delež proizvedene sirotke pa se uporabi za 
prehrano živali, kot gnojilo na poljih ali pa kot odpad, ki konča na čistilnih napravah, v 
bioplinarnah ali celo v rekah ali morju. Zavržena sirotka je za okolje zelo obremenjujoča 
zaradi visoke biološke in kemijske zahteve po kisiku, ki je potreben za njeno razgradnjo, 
vsebnosti dušika in fosforja, kislosti (samo kisla sirotka) in tudi neposrednega vpliva na 
temperaturo okolja, če jo zavržejo toplo, neposredno po proizvodnji. Zato si je potrebno 
prizadevati za čim boljšo izrabo sirotke. Ena od številnih možnosti je gojenje koristnih 
mikroorganizmov v sirotki ter s tem pridobivanje biomase in dragocenih produktov 
metabolizma.   
 
V okviru naloge smo raziskali možnost uporabe kisle sirotke, ki je stranski produkt pri 
izdelavi skute in iz katere je bil v procesu ionske izmenjevalne kromatografije naknadno 
odvzet del sirotkinih proteinov (osiromašena sirotka), kot substrata za gojenje 
mlečnokislinskih bakterij (MKB) vrste Lactococcus (Lc.) lactis, ki proizvajajo bakteriocin 
nizin. Kisla sirotka je bila po proizvodnji skute podvržena mikrofiltraciji in izločanju 
laktoferina ter dela drugih sirotkinih proteinov s kromatografijo na pilotni napravi z 
monolitskimi kromatografskimi kolonami (CIM®, BIA Separations, Slovenija) v okviru 
projekta »Ponovna uporaba odpadne sirotke za ekstrakcijo bioaktivnih beljakovin z visoko 
dodano vrednostjo (LIFE)«. V nalogi smo uporabljali frakcijo sirotke, ki je izšla iz kolone 
po nalaganju (osiromašena sirotka). Opazovali smo rast laktokokov v sami sirotki ali v 
sirotki z dodatki kvasnega ekstrakta in mineralnih soli. Raziskovali smo tudi protimikrobno 
aktivnost proizvedenega nizina in njegovo stabilnost po dolgoročnem shranjevanju pri 
različnih temperaturnih razmerah. 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
- Preskusiti sposobnost rasti različnih sevov laktokokov v kisli sirotki, ki nastane pri 
proizvodnji skute.  
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- Preskusiti vpliv dodajanja kvasnega ekstrakta in mineralnih soli na rast in proizvodnjo 
bakteriocinov v gojiščih na osnovi kisle sirotke.  





- Laktokoki so sposobni rasti v osiromašeni kisli sirotki, ki je stranski produkt pri izdelavi 
skute.  
- Obogatitev osiromašene kisle sirotke s kvasnim ekstraktom bo izboljšala rast različnih 
sevov Lactococcus lactis ssp. lactis in proizvodnjo bakteriocinov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Sirotka je zeleno rumena tekočina, ki nastane pri proizvodnji sira in drugih mlečnih 
izdelkov. Poznamo dve vrsti sirotke, ki ju razlikujemo glede na vrsto koagulacije, pri kateri 
nastaneta. Sladka sirotka, ki se izloči pri izdelavi sira s pomočjo encimske koagulacije, je 
po ustrezni obdelavi uporabna za celo vrsto izdelkov, kot so živila z dodanimi sirotkinimi 
frakcijami, prehranska dopolnila, izdelki za športno prehrano, bioplastika in drugo 
(Božanić in sod., 2014; Królczyk in sod., 2016). Kisla sirotka pa je stranski produkt pri 
proizvodnji skute, zrnatega sira, grškega jogurta in nekaterih drugih mlečnih izdelkov, ki je 
zaradi vsebnosti mlečne kisline in nizke vrednosti pH manj uporaben za predelavo in zato 
pogosto konča na čistilnih napravah, v bioplinarnah ali v primeru, da je neprimerno 
zavržen, predstavlja veliko breme za okolje (Božanić in sod., 2014).  
 
Kemijska sestava sirotke je odvisna od tehnološkega postopka, a običajno vsebuje 50 % 
komponent suhe snovi mleka, iz katerega je narejena. Suho snov sirotke predstavlja 
predvsem laktoza (~70 %), sirotkini proteini (~14 %), minerali in maščoba. V kisli sirotki 
je del laktoze pretvorjen v mlečno kislino. Od mleka, iz katerega nastane, se kisla sirotka 
razlikuje predvsem po vsebnosti proteinov, kalcija, fosforja in mlečne kisline. Vsebnost 
kalcija je v kisli sirotki v primerjavi z mlekom višja, ker je koloidni kalcij v kislem okolju 
bolj topen. Del kalcija iz mleka se zaradi kisle koagulacije kazeina raztopi in med 




Laktoza je velika disaharidna molekula, ki jo gradita dve manjši molekuli – glukoza in 
galaktoza. Monosaharida sta povezano z β-1,4 glikozidno vezjo, ki jo v človeškem tankem 
črevesju cepi encim laktaza (Di Rienzo in sod., 2013; Misselwitz in sod., 2019). 
 
V suhi snovi sirotke največji delež predstavlja laktoza, katere je okoli 70 %. Sladkorji se v 
sirotko izločijo tekom izdelave sira in drugih izdelkov, poleg laktoze so to še glukoza, 
galaktoza in oligosaharidi. Laktoza je pomemben vir energije, stimulira peristaltiko 
prebavnega trakta, pomaga pri absorpciji kalcija in fosforja in rahlo zakisa okolje v 
prebavilih, kar onemogoča rast škodljivih bakterij, pomaga vzdrževati optimalen nivo 
magnezija ter izboljša prebavo maščob in nekaterih drugih hranil (Božanić in sod., 2014). 
 
Očiščena laktoza, ki jo pridobimo iz sirotke, se uporablja v živilski in farmacevtski 
industriji. Najdemo jo v mlečnih formulah, otroški hrani in v drugih mlečnih izdelkih. Za 
izboljšanje homogenosti med serijami izdelkov in podaljšanje roka uporabe se uporablja v 
proizvodnji sladkarij, za izboljšanje okusa in izgleda pa pri izdelavi drobnega peciva. 
Glavne prednosti uporabe laktoze v živilski industriji so majhna sladkost, izboljšanje 
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značilnih okusov izdelkov, stabilizacija proteinov ter možnost spreminjanja barve zaradi 




Sirotkini proteini so prehransko zelo pomembni, saj vsebujejo visoke deleže esencialnih 
aminokislin – lizin, cistein in metionin ter veliko cisteina. Zaradi ugodne aminokislinske 
sestave imajo sirotkini proteini v primerjavi s kazeinom in drugimi proteini živalskega 
izvora višjo biološko vrednost. Dobro poznani so tudi biološki učinki sirotkinih proteinov 
na srčno-žilni, prebavni, imunski in živčni sistem. Delujejo lahko protimikrobno, 
antioksidativno, pomagajo imunskemu sistemu, preprečujejo strjevanje krvi in pomagajo 
pri zniževanju krvnega tlaka. Kot pomoč človeškemu imunskemu sistemu delujejo 
predvsem imunoglobulini, drugi glikoproteini (laktoferin, transferin) in encimi (lizocim, 
laktoperoksidaza), ki skupaj pomagajo zmanjšati ali preprečiti alergično reakcijo (Božanić 
in sod., 2014). 
 
Čeprav sta si sladka in kisla sirotka podobni v deležu proteinov, se razlikujeta v deležu 
prostih aminokislin. Delež teh je odvisen od stopnje hidrolize kazeina tekom predelave 
mleka in je v primerjavi z deležem prostih aminokislin v mleku, v sladki sirotki štirikrat, v 
kisli sirotki pa desetkrat višji (Božanić in sod., 2014). 
 
Ker so sirotkini proteini dobro topni, so viskozni in sposobni tvorbe gela ter emulzije ter so 
zaradi tega zelo uporabni v živilski industriji. Zaradi dobre prebavljivosti jih uporabljajo v 
proizvodnji otroških formul in za izboljšanje prehranske vrednosti v mlečnih in drugih 




α-laktoalbumin je pomemben sestavni del mleka in sirotke, ki pomaga oblikovati njune 
biološke in fizikalne lastnosti ter prehransko vrednost. Nastaja tekom laktacije v mlečnih 
žlezah sesalcev in deluje kot transportni sistem za hidrofobne molekule, ki jih veže (npr. 
vitamin D). Predstavlja 20 % proteinov v sirotki in 3,5 % proteinov v mleku. Je prehransko 
najbolj pomemben protein, zaradi visokega deleža vsebnosti esencialnih aminokislin – 
triptofana, cisteina in lizina (Božanić in sod., 2014; Kimpel in Schmitt, 2015; Mollea in 
sod., 2013). Je tudi zelo pomembna sestavina materinega mleka, zato je zanimiv z vidika 
uporabe v proizvodnji otroških formul.   
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β-laktoglobulin je največji sirotkin protein, ki se veže s hidrofobnimi molekulami, kot so  
maščobe, topni vitamini in maščobne kisline. Pri novorojenčkih z vezavo z prostimi 
maščobni kislinami olajšuje prebavo mlečne kisline. Sodeluje pri obnovi imunskega 
sistema, preprečevanju nastanka diabetesa in poškodbi celic, upočasnitvi oksidacije lipidov 




Imunoglobulini so pomembna in kompleksna skupina sirotkinih proteinov, ki pomembno 
sodeluje z imunskim sistemom. Pomembno vlogo imajo že v najzgodnejšem življenjskem 
obdobju, ko jih dojenčki ali mladiči prejemajo preko mleka in se tako krepi njihov imunski 
sistem. Ti bioaktivni proteini lahko tudi znižujejo krvni tlak, delujejo protimikrobno in 
protivirusno, kot protitelesa povečujejo odpornost proti boleznim ter se lahko vežejo na 




Laktoferin je bioaktiven protein s širokim spektrom delovanja. Pripisujejo mu  
protimikrobno, protiglivično, protivirusno delovanje, preprečuje nastajanje tumorjev in 
deluje protivnetno. Ima pozitiven vpliv na delovanje živčnega sistema in lahko veže  




Bakteriocine definirajo kot peptide ali proteine bakterijskega izvora, ki inhibirajo rast 
drugih mikroorganizmov ali pa jih uničijo. Nastanejo z ribosomsko sintezo v bakterijah. 
Imajo lahko ozek spekter delovanja – inhibirajo samo bakterije, ki so jim taksonomsko 
podobne, ali pa širok spekter delovanja – inhibirajo bakterije iz različnih vrst in rodov 
(Silva in sod., 2018). 
 
Ker je prebava bakteriocinov v humanem gastrointestinalnem sistemu enostavna, so ti 
postali zanimivi za uporabo kot varni aditivi v živilih. Z njihovo uporabo se izognemo 
uporabi sintetičnih aditivov in hkrati zadostimo zahtevam po kakovosti in varnosti. V 
živila jih vnašamo s starterskimi bakterijami, ki proizvajajo bakteriocine in situ, v živilu, 
ali pa z dodajanjem očiščenih ali delno očiščenih bakteriocinov. Ker bakteriocini, ki jih 
proizvajajo MKB, lahko delujejo protimikrobno tudi proti MKB iz starterskih kultur, ki jih 
namerno dodajamo v proizvodnji, se za aplikacijo v mlečnih izdelkih iščejo tudi drugi 
bakteriocini. Ti morajo imeti širok spekter delovanja, dobro stabilnost v različnih živilih, 
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toleranco proti toplotni obdelavi in odpornost proti delovanju proteolitičnih encimov. 
Zaradi visokih stroškov in slabše uspešnosti pri eliminaciji patogenih mikroorganizmov 
uporaba bakteriocinov kot aditivov za živila še ni splošno razširjena v vseh živilskih vejah 
(Silva in sod., 2018). 
 
Na podlagi njihovih biokemijskih mehanizmov in biološke aktivnosti bakteriocine 
uvrščamo v tri razrede:  
- razred I - majhni, po prepisu modificirani peptidi – lantibiotiki,  
- razred II - majhni, nemodificirani, toplotno stabilni bakteriocini, 
- razred III - peptidi, ki so večji od 10 kDa in toplotno nestabilni (Gharsallaoui in 




Nizin je bakteriocin, ki spada v razred I, oziroma med lantibiotike. Molekula nizina ima 
maso 3.510 Da in lahko tvori različne oblike dimer (7.000 Da) ali tetramere (14.000 Da). 
Je kationski polipeptid, hidrofoben in toplotno stabilen. Izmed vseh bakteriocinov MKB je 
najbolj raziskan in komercialno pomemben. Strokovnjaki Svetovne zdravstvene 
organizacije in Organizacije Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo so ga razglasili 
za varen aditiv, po klasifikaciji aditivov po EFSA pa ima številko E234. Poznamo osem 
tipov nizina: tip A, Z, F in Q proizvajajo bakterije vrste Lactococcus lactis, tipe U, U2, P in 
H pa nekateri sevi rodu Streptococcus (Gharsallaoui in sod., 2016; Silva in sod., 2018). 
Nizin deluje protimikrobno proti večini po Gramu pozitivnih bakterij, med katerimi so tudi 
MKB, patogene bakterije (Listeria, Staphylococcus) in bakterije, ki tvorijo spore (Bacillus, 
Clostridium). Deluje tako na vegetativno obliko, kakor tudi inhibira kalitev spor. Proti 
kvasovkam, nitastim glivam, virusom in po Gramu negativnim bakterijam nizin ne deluje 
(Gharsallaoui in sod., 2016; Silva in sod., 2018). 
 
Njegova aktivnost je odvisna od pH, temperature, sestave, strukture in naravno prisotne 
mikrobiote živila. Proteolitični encimi v postopku izdelave sira vplivajo na aktivnost nizina 
in njegovo protimikrobno delovanje tako, da zmanjšajo aktivnost za 10 do 23 %. Uporaba 
nizina v mlečnih izdelkih je nekoliko omejena zaradi njihovega pH. Nizin je namreč 
aktiven v kislem okolju, pri vrednostih pH višjih od 7 pa se aktivnost zmanjša. Na njegovo 
aktivnost vpliva tudi delež maščob v mlečnih izdelkih, toplotna obdelava in 
homogenizacija (Silva in sod., 2018). 
 
Delovanje nizina poteka v dveh korakih. Nizin se zaradi svojega neto pozitivnega naboja 
najprej poveže z negativno nabitimi fosfolipidi celične membrano tarčne celice. K tej 
vezavi dodatno pripomorejo tudi hidrofilni deli fosfolipidov. Drugi korak je destabilizacija 
strukture celične membrane, ki je posledica hidrofobnega dela nizina. Ta omogoča, da se 
nizin vrine v lipidno membrano, kar poveča prepustnost membrane. Posledice vrivanja 
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nizina v membrano so odvisne od vrste in sestave membranskih fosfolipidov. Skozi nastale 
pore v celični membrani se iz celice izlijejo esencialne sestavine, čemur sledi inhibicija 




Bakterije vrste Lactococcus (Lc.) lactis so med najpomembnejšimi MKB v starterskih 
kulturah za fermentirana živila in pijače. V mlekarstvu jih uporabljajo pri izdelavi kislega 
mleka, masla in različnih vrst sira. Imajo pomembno vlogo pri razvoju arome in okusa ter 
zaviranju kvara. Laktokoki so po Gramu pozitivne, nesporogene, aerofilne bakterije, ki 
rastejo pri temperaturah okoli 30 ºC. Njihov glavni produkt fermentacije je mlečna kislina 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 NAČRT RAZISKAVE 
 
V nalogi smo raziskali sposobnost izbranih sevov vrste Lactococcus (Lc.) lactis za sintezo 
nizina v kisli sirotki, ki nastane pri proizvodnji skute. Slika 1 prikazuje ključne korake in 
postopke laboratorijskih analiz.  
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3.2 MATERIAL 
3.2.1 Reagenti, kemikalije in gojišča 
3.2.1.1 Gojenje in štetje na ploščah  
 
- agar agar (Roth, Nemčija) 
- tekoče gojišče BHI (angl. brain heart infusion) (Merck, Nemčija) 
- trdno gojišče BHI (Merck, Nemčija) 
- tekoče gojišče de Man, Rogosa in Sharpe (MRS) (Merck, Nemčija) 
- tablete za pripravo ¼ Ringerjeve raztopine (Merck, Nemčija) 
- kvasni ekstrakt (KE) (Biolife, Italija) 
- mineralne soli 
- magnezijev sulfat (MgSO4) (Merck, Nemčija) 
- manganov (II) sulfat (MnSO4) (Merck, Nemčija) 
- dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) (Merck, Nemčija) 
- natrijev acetat (CH3COONa) (Merck, Nemčija) 
- diamonijev hidrogencitrat (CH6H8O7x2NH3) (Merck, Nemčija) 
- indikator spremembe pH za spremljanje rasti izbranih sevov 
- bromkrezol vijolično (Merck, Nemčija) 
- bromkrezol zeleno (Merck, Nemčija) 
 
3.2.1.2 Precipitacija beljakovin 
 
- amonijev sulfat (Merck, Nemčija) 
- natrijev fosfat (Merck, Nemčija) 
 
3.2.1.3 Agarozna gelska elektroforeza in detekcija pomnožkov DNA 
 
- pufer Tris-acetat-EDTA (TAE): 4,84 g Tris (hidroksimetil) aminometana (Tris)-
base (Sigma, ZDA), 1,14 mL ledocetne kisline (Merck, Nemčija), 2 mL 0,5 M 
etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) (Sigma, ZDA), destilirana voda do 1 L 
- agarozni gel (1,5 %): 3,15 g agaroze (Sigma, ZDA), 210 mL pufra TAE 
- molekulski označevalec velikosti pomnožkov DNA GeneRuler™ 100 bp DNA 
(Fermentas, Litva) 
- molekulski označevalec velikosti pomnožkov DNA GeneRuler™ 1 kb DNA 
(Fermentas, Litva) 
- barvilo SYBR Safe (Invitrogen, ZDA) 
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3.2.1.4 Tricinska poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (NaDS)  
 
- zbiralni gel (4 %) (količine odgovarjajo pripravi štirih gelov) 
- 2,6 mL destilirane vode 
- 1 mL 3 M Tris (pH 8,45) (SERVA, Nemčija) 
- 400 µL 40 % akrilamida (SERVA, Nemčija) 
- 40 µL 10 % NaDS (SERVA, Nemčija) 
- 20 µL 10 % amonijevega persulfata (APS) (SERVA, Nemčija) 
- 4 µL tetrametiletilendiamina (TEMED) (SERVA, Nemčija) 
- ločevalni gel (10 %) (količine odgovarjajo pripravi štirih gelov) 
- 8,34 mL destilirane vode 
- 6,66 mL 3 M Tris (pH 8,45) 
- 5 mL 40 % akrilamida 
- 200 µL 10 % NaDS 
- 100 µL 10 % APS 
- 10 µL TEMED 
- ločevalni gel (15 %) (količine odgovarjajo pripravi štirih gelov) 
- 5,84 mL destilirane vode 
- 6,66 mL 3 M Tris (pH 8,45) 
- 7,5 mL 40 % akrilamida 
- 200 µL 10 % NaDS 
- 100 µL 10 % APS 
- 10 µL TEMED 
- katodni pufer 
- 0,2 M Tris (pH 8,9) (SERVA, Nemčija) 
- anodni pufer 
- 0,1 M Tris (SERVA, Nemčija) 
- 0,1 M tricin (SERVA, Nemčija) 
- 0,1 % NaDS (SERVA, Nemčija) 
- proteinska velikostna lestvica PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA) 
- barvilo Coomassie Brilliant Blue R250 (SERVA, Nemčija) 
- 0,25 g barvila / 100 mL raztopine: 30 % etanol (96 %) (SERVA, Nemčija), 
10 % ocetna kislina (Merck, Nemčija) 
- raztopina ditiotreitola (DTT) 
- 400 µL DTT (SERVA, Nemčija), 400 mL destilirane vode 
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- 0,1 % raztopina srebrovega nitrata 
- 0,4 g AgNO3 (SERVA, Nemčija), destilirana voda do oznake 400 mL 
- razvijalna raztopina pri barvanju s srebrovim nitratom 
- 3 % Na2CO3 (Honeywell, ZDA), 50 µL 38 % formaldehida (Merck, 
Nemčija) 
- citronska kislina (Merck, Nemčija) 
 
3.2.1.5 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC) 
 
- mobilna faza A: 5 % acetonitril (ACN) (Merck, Nemčija) in 0,1 % trifluorocetna 
kislina (TFA) (Merck, Nemčija) v destilirani vodi 
- mobilna faza B: 90 % ACN in 0,1 % TFA v destilirani vodi 
- kolona Widepore Aeris C8 250 mm x 4,6 mm (3,6 μm, 200 Å) (Phenomenex, 
ZDA) 
- gvanidinijev hidroklorid (GvHCl) (Merck, Nemčija) 
- 10 mg/mL nizin, za standardni vzorec (Sigma, ZDA) 
 
3.2.1.6 Kompleti reagentov 
 
- komplet reagentov za barvanje po Gramu (BioMerieux, Francija) 
- komplet reagentov za izolacijo DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit 
(Promega, ZDA) 
- komplet reagentov za verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain 
reaction, PCR) Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega, ZDA) 
 
3.2.2 Bakterijski sevi 
 
Uporabili smo 6 različnih sevov vrste Lactococcus (Lc.) lactis, in sicer referenčni sev Lc. 
lactis subsp. lactis ATCC 11454 (IM 407) ter izolate rodu Lactococcus iz tradicionalnega 
kislega mleka, iz leta 1995, IM 141, IM 142, IM 143, IM 144 in IM 145. Kot indikatorsko 
bakterijo, pri določanju protimikrobne aktivnosti bakteriocina nizina, smo uporabili sev 
Lactobacillus (L.) sakei subsp. sakei ATCC 15521 (IM 108). Izbrani sevi so shranjeni v 
zbirki mikroorganizmov na Inštitutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za zootehniko, 
Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani (ZIM – Zbirka industrijskih mikroorganizmov, 
Univerza v Ljubljani). Pred pričetkom poskusa smo seve laktokokov inokulirali (1 % v/v) 
v tekoče gojišče BHI in jih inkubirali 18 h pri 30 °C v aerobnih razmerah. Indikatorski sev 
L. sakei pa smo inokulirali v tekoče gojišče MRS ter inkubirali 18 h pri 30 °C v anaerobnih 
razmerah (Genbag, BioMerieux, Francija).  
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Za preskuse gojenja izbranih sevov laktokokov smo uporabili deproteinizirano kislo 
sirotko, pripravljeno po dveh postopkih. Kislo sirotko smo pridobili iz mlekarne Celeia, v 
podjetju Arhel d.o.o. pa so jo filtrirali skozi membrane z velikostjo por 0,8 μm ter z ločbo 
na kromatografski koloni odvzeli del sirotkinih proteinov, predvsem laktoferin. Sirotko, ki 
je preostala po izolaciji laktoferina, smo razdelili na dva dela. Prvemu delu sirotke smo 
uravnali vrednost pH na 6 in jo filtrirali skozi serijo sterilnih filtrov z velikostjo por 1,2 
μm, 0,45 μm in 0,2 μm. Drugemu delu sirotke smo uravnali pH na 7,3 in avtoklavirali pri 
115 °C / 15 min. Na tako vrednost pH (7,3) smo jo uravnali zato, ker smo predhodno 
empirično ugotovili, da bo med avtoklaviranjem vrednost padla na pH 6. Avtoklavirano 
sirotko smo po končani sterilizaciji centrifugirali 20 min / 2000 g pri sobni temperaturi. S 
centrifugiranjem so se proteini, ki so se oborili med avtoklaviranjem, posedli. Odvzeli smo 
supernatant in ga v nadaljevanju uporabili za gojitvene teste.  
 
3.2.4 Laboratorijska oprema 
 
- avtoklav (Kambič, Slovenija) 
- centrifuga Mikro 22R (Hettich, Nemčija) 
- ciklični termostat za PCR Sure Cycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA) 
- čitalec mikrotitrskih plošč (BioTek, ZDA) 
- filtrna naprava Amicon (Merck Milipore, Nemčija)  
- inkubator (Binder, Nemčija) 
- instrument za HPLC Shimadzu LC-20 AP (Japonska) 
- liofilizator Christ Alpha 1-2 LD (Martin Christ, Nemčija) 
- magnetni mešalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
- mikrobiološka komora (Iskra PIO, Slovenija) 
- mikrovalovna pečica (Bosch, Nemčija) 
- naprava za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad, ZDA) 
- naprava za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (Bio-Rad, ZDA) 
- pH meter (Mettler Toledo, ZDA) 
- plinski gorilnik 
- stresalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
- svetlobni in fazno kontrastni mikroskop z digitalno kamero, računalnikom in 
programsko opremo DM2500 (Leica, Nemčija) 
- tehtnica (Mettler Toledo, ZDA) 
- UV-transiluminator (UVITEC Cambridge, Velika Britanija) 
- vodna kopel (Kambič, Slovenija) 
- vrtični mešalniki (Tehtnica Železniki, Slovenija). 
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3.2.5 Laboratorijski potrošni material 
 
- standardni filtrirni papir (Sartorius, Nemčija) 
- brizge (1 mL, 10 mL) (Sanolabor) 
- magnetna mešala 
- merilni valji (250 mL, 1 L) 
- sterilne mikrotitrske plošče s 96-imi luknjicami (TPP, Švica) 
- objektna stekelca 
- pipete (Brand, Nemčija) 
- serološke pipete (VWR, Nemčija) 
- sterilne epruvete, mikro-centrifugirke (1,5 mL) (Eppendorf, ZDA) in centrifugirke 
(13 mL, 50 mL) (TPP, Švica) 
- sterilne petrijeve posode (Golias, Slovenija) 
- sterilne stekleničke (250 mL) 
- sterilni mikrofiltri s porami velikosti 1,2 μm, 0,45 μm in 0,2 μm (Sartorius, 
Nemčija) 
- sterilni nastavki za pipete (1 mL, 200 μL, 10 μL) 
- škatle in generatorji za anaerobno inkubacijo GENbox (Biomerieux, Francija) 
- viale za HPLC (Thermo Scientific, ZDA) 
- viale za liofilizacijo (Christ, Nemčija) 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Potrjevanje vrste izbranih sevov laktokokov z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR) in preverjanje čistosti kulture 
 
Pred pričetkom gojitvenih testov smo preverili čistost izbranih izolatov laktokokov. 
Prekonočno kulturo bakterijskih sevov smo z ezo nanesli na objektno stekelce in jo barvali 
po Gramu po navodilih proizvajalca (BioMerieux, Francija). Preparate smo pregledali pod 
svetlobnim mikroskopom z imerzijskim objektivom (HCX PL Fluotar 100x/1,30 OIL). 
DNA smo iz čiste prekonočne kulture izolirali s komercialnim kompletom za izolacijo 
DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, ZDA). Suspenzijo kulture (1 mL) 
smo najprej centrifugirali v mikroepruveti (2 min, 16000 g) in odlili supernatant. 
Bakterijske celice smo resuspendirali v pufru TE (0,6 mL) z dodatkom litičnih encimov – 
lizocima (6 mg, Sigma, ZDA) in mutanolizina (6 μL založne vodne raztopine s 
koncentracijo 2500 U/mL, Sigma, ZDA). Nadaljnje postopke izolacije DNA, za po Gramu 
pozitivne bakterije, smo povzeli po proizvajalcu. K izolirani DNA smo v končnem koraku 
dodali še 1,5 µL encima RNAza (4 mg/mL, Sigma, ZDA) in DNA do analize PCR shranili 
pri -20 °C. 
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Deionizirana in mikrofiltrirana (milliQ) voda - 12,3 
Barakat in 
sod., 2000 
pufer GoTaq flexi 1 x 4 
MgCl2 1,5 mM 1,2 
začetni oligonukleotid 1: 27f 
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) 
0,5 μM 0,1 
začetni oligonukleotid 2: Lla 
(CAGTCGGTACAAGTACCAAC) 
0,5 μM 0,1 
dNTP 0,1 mM 0,2 
polimeraza Taq 0,025 U/μL 0,1 
Potrjevanje 
prisotnosti 
genov za nizin 
milliQ voda - 7,7 
Rodríguez in 
sod., 2000 
pufer GoTaq flexi 1 x 4 
MgCl2 5 mM 4 
začetni oligonukleotid 1: Nis f 
(AAGAATCTCTCATGAGT) 
0,25 μM 1 
začetni oligonukleotid 2: Nis r 
(CCATGTCTGAACTAACA) 
0,25 μM 1 
dNTP 0,1 mM 0,2 





milliQ voda - 7,7 
Rodríguez in 
sod., 2000 
pufer GoTaq flexi 1 x 4 
MgCl2 5 mM 4 
začetni oligonukleotid 1: LAC481 f 
(TCTGCACTCACTTCATTAGTTA) 
0,25 μM 1 
začetni oligonukleotid 2: LAC481 r 
(AAGGTAATTACACCTCTTTTAT) 
0,25 μM 1 
dNTP 0,1 mM 0,2 





milliQ voda - 7,7 
Rodríguez in 
sod., 2000 
pufer GoTaq flexi 1 x 4 
MgCl2 5 mM 4 
začetni oligonukleotid 1: LccA f 
(CAATCAGTAGAGTTATTAACATTTG) 
0,25 μM 1 
začetni oligonukleotid 2: LccA r 
(GATTTAAAAAGACATTCGATAATTAT) 
0,25 μM 1 
dNTP 0,1 mM 0,2 
polimeraza Taq 0,025 U/μL 0,1 
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Za analizo PCR smo uporabili komercialni komplet reagentov Go Taq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega, ZDA). Izvedli smo 4 analize PCR, in sicer za vrsto Lc. lactis ter 3 
bakteriocine (nizin, lakticin 481, laktokokcin A). V 1,5 mL mikroepruvetah smo si 
pripravili reakcijsko mešanico (Preglednica 1) in jo po 18 μL razdelili v PCR 
mikroepruvete, vstavljene v hladilni podstavek. Nazadnje smo v posamezno mikroepruveto 
z reakcijsko mešanico dodali še 2 μL DNA vzorca, pozitivno kontrolo (DNA referenčnega 
seva IM 407) oziroma negativno kontrolo (sterilna milliQ voda). PCR mikroepruvete smo 
nato naložili v ciklični termostat in nastavili želeni program (Preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Program pri analizi PCR 
preiskava faza reakcije št. ponovitev T [°C] čas 
 
Lc. lactis 
začetek 1 95 3 min 
denaturacija 
30 
95 30 s 
prileganje 55 30 s 
podaljševanje 72 30 s 
zaključek 1 72 5 min 
Potrjevanje 
prisotnosti 
genov za nizin 
začetek 1 95 3 min 
denaturacija 
26 
95 2 min 
prileganje 41 2 min 
podaljševanje 72 2 min 
zaključek 1 72 5 min 
Potrjevanje 
prisotnosti 
genov za lakticin 
481 
začetek 1 95 3 min 
denaturacija 
26 
95 30 s 
prileganje 51 30 s 
podaljševanje 72 30 s 





začetek 1 95 3 min 
denaturacija 
30 
95 2 min 
prileganje 40 2 min 
podaljševanje 72 2 min 
zaključek 1 72 5 min 
 
Po končani analizi PCR smo pomnožke pregledali z agarozno gelsko elektroforezo. 
Pripravljen agarozni gel smo potopili v posodo za elektroforezo s pufrom TAE. V žepke 
gela smo nanesli po 10 μL pomnožkov ter 5 μL molekulskega označevalca (GeneRuler 100 
bp in 1 kb). Elektroforezo smo vodili 1 uro pri napetosti 100 V. Ločene fragmente DNA 
smo na gelu obarvali z raztopino barvila SYBR Safe (45 min), presvetlili z UV svetlobo in 
fotografirali. 
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3.3.2 Gojitveni testi 
3.3.2.1 Spremljanje rasti izbranih sevov laktokokov z merjenjem optične gostote 
 
Z analizo PCR smo potrdili vrsto in prisotnost gena za nizin le pri 2 izolatih iz kislega 
mleka, in sicer Lc. lactis IM 143 (IM 143) in Lc. lactis IM 145 (IM 145). V nadaljnje 
preskuse smo poleg sevov IM 143 in IM 145 vključili tudi referenčni sev IM 407, za 
katerega je znano, da proizvaja nizin. Izbrane seve laktokokov smo iz prekonočne kulture v 
tekočem gojišču BHI inokulirali (1 % v/v) v 10 mL svežega tekočega gojišča BHI ter v 10 
mL avtoklavirane ali mikrofiltrirane sirotke, z dodatki ali brez njih. Sirotki smo dodali 
predhodno mikrofiltriran kvasni ekstrakt (0,5 g/mL) in minerale v različnih kombinacijah, 
kakor je razvidno iz Preglednice 3. 
Pripravili smo založno raztopino mineralnih soli M1, ki je vsebovala 10 g/L MgSO4 in 5 
g/L MnSO4. Končne koncentracije soli mešanice M1 v gojišču, potem ko smo je dodali 10 
mL/L gojišča, so bile: 0,1 g/L magnezijevega sulfata (MgSO4) in 0,05 g/L manganovega 
(II) sulfata (MnSO4). Končne koncentracije soli mešanice M2 v gojišču pa so bile: 0,1 g/L 
magnezijevega sulfata (MgSO4), 0,05 g/L manganovega (II) sulfata (MnSO4), 2 g/L 
dikalijevega hidrogenfosfata (K2HPO4), 2g/L natrijevega acetata (CH3COONa) in 2g/L 
diamonijevega hidrogencitrata (CH6H8O7×2NH3).  
 
Ob času 0 ter po 20 in 40 urah aerobne inkubacije pri 30 °C smo nanesli 200 μL kulture na 
mikrotitrsko ploščo in izmerili optično gostoto pri 630 nm. Tako smo spremljali rast 
bakterijskih sevov. Slepe kontrole so predstavljala gojišča, ki niso bila inokulirana z 
bakterijskimi sevi. Poskus smo izvedli v treh bioloških ponovitvah, meritve pa smo izvajali 
v dveh tehničnih ponovitvah. Pred inokulacijo v testna gojišča in po 48 urah smo z metodo 
nacepljanja na plošče določili tudi število kolonijskih enot. 
 
Preglednica 3: Sestava gojišč za laktotoke 
osnovno gojišče dodatki 
tekoče gojišče BHI  
avtoklavirana sirotka (aS) (10 mL) 
 aS (9 mL) + KE (1 mL) 
 aS (8,9 mL) + KE (1 mL) + M1 (100 μL) 
 aS (8,6 mL) + KE (1 mL) + M2 (400 μL) 
mikrofiltrirana sirotka mikrofiltrirana sirotka (fS) (10 mL) 
 fS (9 mL) + KE (1 mL) 
 fS (8,9 mL) + KE (1 mL) + M1 (100 μL) 
 fS (8,6 mL) + KE (1 mL) + M2 (400 μL) 
aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – kvasni ekstrakt, M1 – mineralne soli 1 
(magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat, 
dikalijev hidrogenfosfat, natrijev acetat, diamonijev hidrogencitrat) 
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3.3.2.2 Spremljanje rasti izbranih sevov laktokokov z indikatorjem spremembe pH 
 
Vzporedno s spremljanjem optične gostote smo, po končanih meritvah na čitalcu 
mikrotitrskih plošč, spremembo pH v kulturah ugotavljali tudi z dodajanjem indikatorskih 
barvil. V 200 μL kulture na mikrotitrski plošči smo nanesli 3 μL indikatorjev bromkrezol 
vijolično (preskok barve iz vijolične v rumeno pri pH 6,8 – 5,2) ali bromkrezol zeleno 
(preskok barve iz modre v rumeno pri pH 5,4 – 3,8) ter zabeležili spremembo barve. 
 
3.3.3 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti nizina na trdnem gojišču 
 
Za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti nizina v supernatantih kultur laktokokov smo 
uporabili indikatorski sev L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 (IM 108), ki kaže veliko 
občutljivost za ta bakteriocine. Pripravili smo prekonočno kulturo indikatorskega seva IM 
108 v tekočem gojišču MRS. Gojišče za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti je bilo 
sestavljeno iz poltrdega gojišča MRS (polovična količina agar agar-ja v primerjavi s trdim 
gojiščem MRS), v katerega smo dodali med 105 – 106 kolonijskih enot (ke)/ mL 
indikatorskega seva IM 108 ter po 15 mL gojišča razlili na petrijeve plošče. 
Po gojenju laktokokov v gojiščih na osnovi sirotke in v gojišču BHI smo s 
centrifugiranjem (5 min pri sobni temperaturi in 6000 g) ločili celice od gojišča. 
Supernatante smo v aseptičnih razmerah filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 μm. Po 15 
μL supernatantov smo nanesli na površino osušenih petrijevih plošč z indikatorskim sevom 
ter jih inkubirali 16 h v anaerobnih razmerah, pri 30 °C. Za negativno kontrolo smo 
uporabili sterilna gojišča. Po končani inkubaciji smo pregledali, ali so bila na mestih 
nanosa supernatantov vidna področja brez rasti indikatorskega seva – cone inhibicije, ter 
izmerili premere.  
 
3.3.4 Liofilizacija supernatantov kultur z nizinom in testi stabilnosti nizina v različnih 
razmerah  
 
Supernatante kultur v BHI ali gojiščih na osnovi sirotke, ki so izkazovali protimikrobno 
aktivnost zaradi proizvedenega nizina, smo liofilizirali in shranili pri različnih 
temperaturah 1 mesec, da bi ugotovili, ali se je bakteriocinska aktivnost ohranila. Vsakega 
od supernatantov smo razdelili na dva dela, prvemu smo uravnali vrednost pH na 3, 
drugemu pa na 6. Po 350 μL smo prenesli v viale za liofilizacijo. Vzorce so nato na Katedri 
za biokemijo in kemijo živil, na Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete, Univerze v 
Ljubljani, liofilizirali 48 h pri -50 °C in 0,056 mbar. Po končani liofilizaciji smo po en 
vzorec rehidrirali v 350 μL sterilne milliQ vode in preskusili protimikrobno aktivnost 
nizina na trdnem gojišču z indikatorskim sevom Lactobacillus sakei IM 108. Preostale 
vzorce smo 1 mesec skladiščili pri sobni temperaturi, 4 °C ali -20 °C. Po končanem 
Lekan N. Izraba odpadne kisle sirotke za proizvodnjo bakteriocinov z laktokoki. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
18 
skladiščenju smo vzorce rehidrirali v 350 µL vode, in preskusili protimikrobno aktivnost, 
kakor je opisano.   
 
3.3.5 Delno čiščenje nizina s precipitacijo z amonijevim sulfatom 
 
V brezceličnih supernatantih kultur testnih laktokokov (v BHI ali v sirotki) se poleg nizina  
nahaja še veliko drugih proteinov, pri čemer so koncentracije nizina relativno majhne. Da 
bi dokazali prisotnost nizina v teh s proteini bogatih vzorcih, smo nizin delno očistili. Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili standardni nizin proizvajalca Sigma-Aldrich v 
koncentraciji 10 mg/mL, ki prav tako ni čist. V njem so poleg 2,5 % nizina tudi NaCl in 
ostanki denaturiranih proteinov mleka. Supernatantom kultur z volumnom 90 mL smo 
dodali 27 g amonijevega sulfata in precipitirali proteine 2 uri ob konstantnem mešanju pri 
4 °C. Suspenzije smo nato centrifugirali 30 min pri 3700 g in 4 °C. Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant zavrgli, usedlino pa resuspendirali v 50 mM natrijevem 
fosfatnem pufru (pH 6), tako da je bil končni volumen suspenzije 10 mL. Suspenzijo smo 
nadalje skoncentrirali z ultrafiltracijo. Ker je pričakovana velikost nizina 3,4 kDa, smo 
uporabili filtre s prepustnostjo 3 kDa, ki so nizin zadržali v retentatu. Uporabili smo 
centrifugirke, v katere se vstavi insert z ultrafiltracijsko membrano Amicon® Ultra-15 
(Merck Milipore, Nemčija). Centrifugirali smo po navodilih proizvajalca ter shranili 
retentat, filtrat pa zavrgli. Na isti način smo tretirali tudi standardni vzorec nizina. V vseh 
korakih postopka smo odvzeli vzorec in ga shranili pri ‐20 °C za preskuse protimikrobne 
aktivnosti. 
 
3.3.6 Detekcija nizina z metodo RP-HPLC in z NaDS-PAGE 
 
Vzorcem smo v razmerju 1:3 dodali mobilno fazo A s 4,5 M GvHCl in jih filtrirali skozi 
filter z velikostjo por 0,2 μm. Vzorce smo nato prenesli v viale in jih nanesli na kolono 
Phenomenex Widepore Aeris C8, priključeno na sistem Shimadzu UFLC z detektorjem z 
nizom diod. Proteine smo eluirali z linearnim gradientom od 0 % do 100 % mobilne faze B 
v 10 min. Pretok med analizo je bil 0,5 mL/min. Absorbanco smo spremljali pri 226 nm. 
Kromatograme smo analizirali s programom Postrun (Shimadzu).  
Izbrane frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE in s testom protimikrobne aktivnosti proti 
indikatorskemu sevu L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 (IM 108) na trdnem gojišču, ki je 
opisana v poglavju 3.3.3.  
 
Za NaDS-PAGE smo uporabili  metodo po Schägger (2006), ki za boljšo resolucijo 
peptidov namesto glicina uporablja tricin. Vzorcem smo v razmerju 1:1 dodali 
neredukcijski nanašalni pufer (120 mM Tris‐HCl (pH 6,8), 2,0 % (w/v) NaDS, 40 % (v/v) 
glicerol, bromofenol modro), segrevali 5 min pri 95 °C ter 2 min centrifugirali pri 4 °C in 
13000 obr/min. Tako obdelane vzorce smo nato nanesli na 1 mm poliakrilamidni gel, 
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sestavljen iz 4 % zbiralnega ter 10 % in 15 % ločevalnega gela. Pri elektroforezi smo 
uporabili katodni in anodni pufer ter elektroforezo vodili 1,5 ure s postopnim 
povečevanjem napetosti od 30 V do 150 V. Po končani elektroforezi smo gel sprali z vodo 
in proteine obarvali z barvilom Coomassie Brilliant Blu. Gel smo nato preko noči 
razbarvali z večkratno menjavo raztopine 10 % ocetne kisline in 30 % etanola v destilirani 
vodi. Gel smo z večkratnim spiranjem v destilirani vodi rehidrirali in za boljšo detekcijo 
krajših peptidov nadaljevali s postopkom za barvanje s srebrovim nitratom. Gel smo 30 
min tretirali z raztopino DTT in ga v temi preko noči inkubirali v raztopini srebrovega 
nitrata. Naslednji dan smo gel sprali z destilirano vodo in ga potopili v razvijalno raztopino 
do pojava lis. Reakcijo smo prekinili z dodatkom 5 g trdne citronske kisline na 100 mL 
razvijalne raztopine. Vse inkubacije so potekale ob stresanju. 
 
6.3.7 Statistična analiza podatkov 
 
Zbrane podatke meritev optične gostote smo obdelali s pomočjo statističnih testov, ki jih 
vsebuje program Microsoft Excel (Microsoft® Excel® 2013). Vse meritve optične gostote 
so podane kot povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev s standardnimi odkloni. 
Statistično značilno razliko med skupinami podatkov smo ovrednotili s Studentovim t-
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4 REZULTATI 
4.1 POTRJEVANJE VRSTE IZBRANIH SEVOV IN PREVERJANJE ČISTOSTI 
KULTURE 
4.1.1 Preverjanje čistosti kulture in morfologije bakterijskih celic 
 
Pri vseh petih izolatih laktokokov (IM 141, IM 142, IM 143, IM 144 in IM 145) smo 
opazili modro-vijolično obarvane koke, s čimer smo potrdili, da so bakterije v pripravljenih 
preparatih po Gramu pozitivne. Po obliki so kokoidne, opazili smo tako posamezne 
bakterije kakor tudi manjše skupke in verižice. Morfološka slika je nakazovala, da so sevi 
lahko predstavniki Lactococcus. Trije primeri kulture laktokokov, obarvanih po Gramu, so 
prikazani na Sliki 2. 
 
 
Slika 2: Fotografije celice sevov Lc. lactis barvane po Gramu; od leve proti desni: IM 143, IM 145 in IM 407  
 
4.1.2 Potrjevanje vrste izbranih sevov laktokokov in bakteriocinov z verižno reakcijo 
s polimerazo (PCR) 
 
Potem ko smo iz šestih sevov laktokokov izolirali DNA, smo z metodo PCR ugotavljali 
pripadnost vrsti Lc. lactis ter prisotnost genov za tri različne bakteriocine, ki so najbolj 
razširjeni med predstavniki laktokokov: nizin, lakticin 481 in laktokokcin A. Ko smo 
končali vse štiri reakcije PCR, smo izvedli dve gelski elektroforezi – na prvem gelu smo 
potrjevali prisotnost genov za vrsto Lc. lactis, na drugem pa za bakteriocine (nizin, lakticin 
481, laktokokcin A). Za potrditev vrste in potrjevanje genov za nizin smo kot pozitivno 
kontrolo uporabili DNA referenčnega seva IM 407, kot negativno kontrolo pa sterilno 
milliQ vodo. Za potrditev prisotnosti genov za lakticina 481 in laktokokcin A pozitivne 
kontrole ni bilo na razpolago, poznali pa smo podatek o pričakovani velikosti pomnožka. 
Pripadnost vrsti Lc. lactis smo preverjali pri petih izolatih, ki so bili osamljeni iz vzorcev 
tradicionalnega kislega mleka iz Slovenje leta 1995 in prepoznani kot laktokoki s 
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tradicionalnimi biokemijskimi metodami identifikacije. Takrat je bila opažena njihova 
bakteriocinska aktivnost, zato smo jih shranili v zbirki. Pozitiven rezultat PCR, potrditev 
pripadnosti vrsti Lc. lactis, smo dobili le pri dveh izolatih – IM 143 in IM 145.  
 
 
Slika 3: PCR pomnožki, pridobljeni pri pomnoževanju dela gena za 16S rRNA z začetnima oligonukleotidoma 27f in 
Lla, specifičnima za vrsto Lc. lactis. z negativno kontrolo in pozitivno kontrolo (Lc. lactis IM 407). NE: negativna 
kontrola; 1 kb: molekulski označevalec velikosti pomnožkov DNA GeneRuler™ 1 kb DNA (Fermentas) 
 
Prisotnost genov za bakteriocine (nizin, lakticin 481, laktokokcin A) pa smo preverjali le 
pri dveh izolatih, pri katerih smo potrdili pripadnost vrsti Lc. lactis – IM 143 in IM 145. 
Prisotnost genov za nizin smo potrdili pri obeh izolatih, nismo pa pri nobenem od izolatov 
našli genov za lakticin 481 in laktokokcin A. 
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Slika 4: PCR pomnožki, pridobljeni z začetnimi oligonukleotidi za potrjevanje prisotnosti genov  za bakteriocine. Za 
potrjevanje prisotnosti genov za nisin smo kot začetne oligonukleotide uporabili Nis f in Nis r,za potrjevanje prisotnosti 
genov za laktocin 488 smo uporabili LAC481 f in LAC481 r ter za potrjevanje prisotnosti genov za laktokokcin A  smo 
uporabili LccA r in LccA f. NE: negativna kontrola; 100 bp: molekulski označevalec velikosti pomnožkov DNA 
GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas); 1 kb:  molekulski označevalec velikosti pomnožkov DNA GeneRuler™ 1 kb 
DNA (Fermentas) 
 
4.2 REZULTATI GOJITVENIH TESTOV 
4.2.1 Spremljanje rasti izbranih sevov laktokokov z merjenjem optične gostote in 
protimikrobna aktivnost proizvedenega nizina 
 
Seva Lc. lactis IM 143 in IM 145 smo nacepili v gojišče BHI, mikrofiltrirano sirotko brez 
dodatkov, v mikrofiltrirano sirotko z dodatki mineralov in/ali kvasnega ekstrakta, v 
avtoklavirano sirotko brez dodatkov ter v avtoklavirano sirotko z dodatki mineralov in/ali 
kvasnega ekstrakta (Preglednica 3). Rast med 40-urno inkubacijo pri 30 °C smo spremljali 
z merjenjem optične gostote (630 nm).   
 
Povprečne vrednosti izmerjene optične gostote treh bioloških ponovitev med rastjo seva 
IM143 v avtoklavirani in filtrirani sirotki z ali brez dodatkov in standardni odkloni so 
prikazani na Sliki 5. Rast sevov je bila v sirotki brez dodatkov zelo šibka v primerjavi z 
rastjo v gojišču BHI, ne glede na to, ali je bila uporabljena avtoklavirana ali mikrofiltrirana 
sirotka. Če pa smo sirotki dodali kvasni ekstrakt, se je rast zelo izboljšala (p<0,05) in v 
primeru avtoklavirane sirotke celo presegla rast v gojišču BHI. Rast v avtoklavirani sirotki 
z dodatki je bila v vseh primerih boljša od rasti v mikrofiltrirani sirotki z dodatki (p<0,05). 
V primeru avtoklavirane sirotke je rast dodatno izboljšal dodatek mineralne mešanice M2, 
mešanica M1 (MgSO4 in MnSO4) pa ni vplivala na rast. Da se je pri avtoklavirani sirotki 
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dodatek mešanice soli M2, ki je poleg magnezijevega in manganovega sulfata vsebovala 
tudi dikalijev hidrogenfosfat, Na acetat in diamonijevega hidrogencitrat, bolj odrazil na 
rasti sevov kot pa pri mikrofiltrirani, pripisujemo pripravi sirotke z avtoklaviranjem, kjer 
smo z odstranitvijo precipitiranih proteinov morda osiromašili tudi mineralno sestavo. 
Ugotovili smo, da podaljšanje časa inkubacije nad 20 urami ni bilo smiselno, saj se 
vrednost optične gostote ni povečala. Do enakih opažanj smo prišli tudi pri preskušanju 
rasti seva IM 145 in referenčnega seva. 
 
Slika 5: Rast seva Lc. lactis IM 143 v gojišču BHI ter v avtoklavirani in mikrofiltrirani sirotki z ali brez dodatkov. 
Prikazane so povprečne vrednosti optične gostote treh bioloških ponovitev s standardnim odklonom, v teh časovnih 
točkah: na začetku, po 20 h in po 40 h. BHI – bujon BHI, aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – 
kvasni ekstrakt, M1 – mineralne soli 1 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev 
sulfat, manganov (II) sulfat, dikalijev hidrogenfosfat, natrijev acetat, diamonijev hidrogencitrat) 
 
Seva Lc. lactis IM 143 in IM 145 smo nacepili v bujon BHI, mikrofiltrirano sirotko brez 
dodatkov, v mikrofiltrirano sirotko z dodatki mineralov in/ali kvasnega ekstrakta, v 
avtoklavirano sirotko brez dodatkov ter v avtoklavirano sirotko z dodatki mineralov in/ali 
kvasnega ekstrakta (Preglednica 3). Po 40-urni inkubaciji pri 30 °C, smo kulture 
centrifugirali in 15 µL supernatanta nanesli na poltrdo gojišče MRS, v katerega smo cepili 
indikatorski sev Lactobacillus (L.) sakei subsp. sakei ATCC 15521 ter plošče anaerobno 
inkubirali 16 h pri 30 ºC. Po končani inkubaciji smo opazovali nastale cone inhibicije 
indikatorskega seva.  
 
Cone inhibicije so bile na mestih nanosov vseh supernatantov kultur po gojenju seva IM 
143 – v bujonu BHI, mikrofiltrirani in avtoklavirani sirotki z dodatki ali brez. Najmanjše 
protimikrobno delovanje smo opazili pri avtoklavirani sirotki brez dodatkov. Čeprav je bila 
cona inhibicije sirotke brez dodatkov večja pri mikrofiltrirani sirotki kot pa avtoklavirani, 
so cone inhibicije pri sirotki z dodatki večje pri avtoklavirani sirotki. Protimikrobna 
aktivnost supernatanta z nizinom, proizvedenega v bujonu BHI, je bila manjša od tiste, 
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zabeležene v supernatantih avtoklavirane ali mikrofiltrirane sirotke po gojenju. Čeprav je 
bila rast seva IM 143 v avtoklavirani sirotki z dodatki večja kot v mikrofiltrirani sirotki 
(Slika 5), se ta razlika ni pokazala pri protimikrobnem delovanju supernatantov z nizinom, 
proizvedenim v obeh sirotkah.  
 
 
Slika 6: Prisotnost nizina v supernatantih kultur seva IM 143 po 40-urnem gojenju v gojišču BHI, v avtoklavirani in v 
mikrofiltrirani sirotki z ali brez dodatkov, ki je vidna kot cona inhibicije rasti indikatorskega seva Lactobacillus (L.) sakei 
subsp. sakei ATCC 15521; BHI –bujon BHI, aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – kvasni 
ekstrakt, M1 – mineralne soli 1 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev sulfat, 
manganov (II) sulfat, dikalijev hidrogenfosfat, natrijev acetat, diamonijev hidrogencitrat) 
 
4.2.2 Spremljanje rasti izbranih sevov laktokokov z indikatorjem spremembe pH 
 
Vzporedno s spremljanjem optične gostote smo na začetku, po 20 in 40 urah inkubacije 
ugotavljali tudi vrednost pH v kulturi. H kulturi smo na mikrotitrski plošči nanesli še 
indikator bromkrezol vijolično ali bromkrezol zeleno ter spremljali spremembo barve. Na 
sliki 8 so za sev IM 143 prikazane spremembe v pH med različno obdelanimi vzorci 
sirotke, kakor tudi med obogateno in neobogateno sirotko. Na podlagi razvoja barve 
indikatorskih barvil razlik nismo zaznali. Večja razlika je bila opazna med obarvanjem 
sirotke in gojišča BHI, pri katerem barva kaže na višji pH. Očitna razlika se je pokazala 
tudi med negativno kontrolo in vzorci po gojenju, s čimer lahko razliko v pH pripišemo 
metabolični aktivnosti inokuliranih laktokokov, ki so med gojenjem proizvajali kisline in 
posledično znižali pH gojišča. Do enakih opažanj smo prišli tudi pri ugotavljanju pH v 
kulturi seva IM 145 in referenčnega seva pred začetkom, po 20 in 40 urah inkubacije. Pri 
interpretaciji rezultata smo si pomagali z barvno lestvico, ki je prikazana na Sliki 7.  
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Slika 8: Ocenjevanje vrednosti pH v kulturi Lc. lactis IM 143 po 20 urah, z indikatorskima barviloma bromkrezol 
vijolično in bromkrezol zeleno.  aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – kvasni ekstrakt, M1 – 
mineralne soli 1 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev sulfat, manganov (II) 
sulfat, dikalijev hidrogenfosfat, natrijev acetat, diamonijev hidrogencitrat)  
 
4.3 REZULTATI TESTOV STABILNOSTI LIOFILIZIRANJEGA NIZINA 
 
Po končanem spremljanju rasti laktokokov smo kulturo centrifugurali in supernatant še 
aseptično filtrirali skozi mikrofilter z velikostjo por 0,2 μm. V tako pripravljenem 
supernatantu smo ugotavljali protimikrobno aktivnost nizina proti indikatorskemu sevu IM 
108 (Slika 6). Preostali supernatant smo razdelili na dva dela in jima uravnali pH na 
vrednosti 3 ali 6. Sledil je prenos v 2-mL viale in liofilizacija. 
Po končani liofilizaciji smo po eno vialo različnih vzorcev rehidrirali v sterilni milliQ in 
ponovno ugotavljali protimikrobno aktivnost nizina. Na Sliki 9 so prikazane cone 
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inhibicije rasti indikatorskega seva, ki so posledica protimikrobnega delovanja nizina, 
proizvedenega z izolatoma IM 143 in IM 145 ter tipskim sevom IM 407. Sodeč po 
velikosti con inhibicije je bila protimikrobna aktivnost nizina v rehidriranem vzorcu 
supernatanta kulture, ki je bil pred liofiliziranjem uravnan na pH 3, večja od tiste v vzorcu, 
uravnanem na pH 6 (Slika 9). Podobno se je pokazalo pri obeh izolatih in referenčnem 
sevu. Vpliv uravnavanja pH pred liofilizacijo je bil bolj viden v  supernatantih kultur v 
sirotki in sirotki s kvasnim ekstraktom, kot v bujonu BHI. Opazili smo tudi, da je bilo ne 
glede na pH, največje protimikrobno delovanje zaznano v rehidriranih sirotkah z dodatkom 
kvasnega ekstrakta, podobno kot smo ugotovili v svežih kulturah (pred liofilizacijo). 
Protimikrobno delovanje v rehidrirani sirotki brez dodatkov in v gojišču BHI pa je bilo pri 
vseh treh sevih večje pri pH 3 kot pri pH 6.  
 
 
Slika 9: Prisotnost nizina v liofiliziranih supernatantih kultur laktokokov (A, B, C) po 40-urnem gojenju, ki je vidna kot 
cona inhibicije rasti indikatorskega seva Lactobacillus (L.) sakei subsp. sakei ATCC 15521. Supernatanti so bili pred 
liofiliziranjem uravnani na pH 3 in pH 6, po liofiliziranju pa za namene testiranja rehidrirani v mQ, tako da je bil 
volumen enak izhodiščnemu. A: L. lactis IM 143, B: L. lactis IM 145, C: L. lactis IM 407; S – sirotka, S+KE – sirotka z 
dodatkom kvasnega ekstrakta, BHI – gojišče BHI 
 
Preostale viale liofiliziranih supernatantov kultur, ki so vsebovali nizin, smo za en mesec 
shranili pri različnih temperaturnih režimih: pri sobni temperaturi, 4 ºC, ali – 20 ºC. Po 
enem mesecu smo vzorce rehidrirali in ponovno nanesli na tekoče gojišče MRS, 
inokulirano z indikatorskim sevom IM 108 in po končani inkubaciji opazovali 
protimikrobno delovanje nizina. Na Sliki 10 so vidne cone inhibicije zaradi delovanja 
nizina, pridobljenega z bakterijskim sevom L. lactis IM 143. Očitnih razlik v velikosti con 
inhibicije, ki odražajo protimikrobno delovanja nizina, med vzorci, hranjenimi pri različnih 
temperaturah, ni bilo mogoče opaziti. Velikosti con inhibicije so bile podobne tistim, ki 
smo jih dobili pri testiranju takoj po liofilizaciji. Zaradi tega smo sklepali, da se je 
aktivnost nizina med 1-mesečnim skladiščenjem v liofiliziranih vzorcih v celoti ohranila.   
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Slika 10: Prisotnost nizina v liofiliziranih supernatantih kultur laktokoka (L. lactis IM 143) proti indikatorskemu sevu 
Lactobacillus (L.) sakei subsp. sakei ATCC 15521 po uravnavanju pH, liofilizaciji in 1-mesečnem shranjevanju (D: 
sobna temperatura, E: 4 ºC, F: -20 ºC)  
 
4.4 REZULTATI DETEKCIJE NIZINA 
4.4.1 Rezultati detekcije nizina z metodo RP-HPLC in z NaDS-PAGE 
 
Po 40-urnem gojenju izolatov laktokokov v mikrofiltrirani sirotki brez dodatkov, v 
mikrofiltrirani sirotki z dodatki mineralov in/ali kvasnega ekstrakta, v avtoklavirani sirotki 
brez dodatkov ter v avtoklavirani sirotki z dodatki mineralov in/ali kvasnega ekstrakta ter v 
bujonu BHI, smo kulture centrifugirali in supernatantom z namenom precipitiranja 
proteinov dodali amonijev sulfat (30 g/100 mL). Precipitirane proteine smo resuspendirali 
v fosfatnem pufru ter jih skoncentrirali z ultrafiltracijo (3 kDa) in tako dobili delno očiščen 
nizin. Podobno smo z amonijevim sulfatom tretirali tudi standardni vzorec nizina 
(izhodiščna koncentracija 10 mg/mL). 
 
Netretirani standard nizina (10 mg/mL) ter vzorca nizina po precipitaciji z amonijevim 
sulfatom, od katerih je bil eden še dodatno skoncentriran z ultrafiltracijo, smo analizirali z 
metodo HPLC z obrnjenimi fazami (RP-HPLC). Dve frakciji, ki sta sovpadali z dvema 
najizrazitejšima vrhovoma na kromatogramu, smo pregledali s preskusom protimikrobne 
aktivnosti, da bi videli, ali katera od njih vsebuje nizin, ter z elektroforezo NaDS-PAGE, 
da bi videli, kako velike proteine frakciji vsebujeta (Slika 11).   
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Slika 11: Protimikrobna aktivnost frakcij, pridobljenih med analizo standarda nizina z RP-HPLC, ki odgovarjata dvema 
vrhovoma. Analiza standardnega vzorca nizina, pred in po precipitaciji ter koncentriranju, s HPLC z obrnjenimi fazami  
(RP-HPLC) (A), protimikrobna aktivnost odvzetih frakcij po RP-HPLC, pri vrhu 1 in 2 (B), proteinska lestvica pri 
elektroforezi NaDS-PAGE (C), elektroforeza NaDS-PAGE odvzetih frakcij po RP-HPLC pri vrhu 1 in 2 (D) 
 
Cono inhibicije indikatorskega seva IM 108 smo opazili le pri frakciji, ki je sovpadala z 
vrhom 2. Tudi položaj močnejše lise v frakciji z vrhom 2, na gelu po elektroforezi NaDS-
PAGE, odgovarja velikosti nizina (med 3,4 in 5 kDa), šibkejša lisa pa je lahko dimer nizina 
ali pa kak drug protein, ki se je eluiral v isti frakciji. S tem smo potrdili, da vrh 2 na 
kromatogramu prikazuje nizin, vrh 1 pa ne, saj ta frakcija z vrhom 1 ni izkazala 
protimikrobne aktivnosti.  
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Slika 12: Detekcija nizina po precipitaciji z amonijevim sulfatom (30 g/100 mL) ter koncentriranju na reverzno faznem 
HPLC sistemu. IM143 – L. lactis IM143, IM145 – L. lactis IM145, IM407 – L. lactis IM407 
 
Na Sliki 12 so prikazani rezultati analize RP-HPLC vzorca delno očiščenega nizina, ki je 
bil proizveden z izolatoma Lc. lactis IM 143 in IM145 ter referenčnim sevom Lc. lactis IM 
407 v mikrofiltrirani sirotki z dodatkom kvasnega ekstrakta (5 %). Vidimo tudi 
kromatogram za standardni vzorec nizina. Po pričakovanjih je bil vrh standardnega vzorca 
nizina, ožji kot pa vrhovi vzorcev z nizinom, pridobljenih z gojenjem laktokokov v sirotki. 
Tak rezultat pove, da je v delno očiščenih vzorcih supernatantov kultur v sirotki, poleg 
nizina tudi še veliko drugih proteinov. Predvidevali smo, da so v njih prisotne beljakovine 
sirotke, ki so manjše od 3 kDa in so zaradi svoje velikosti lahko prišle skozi filter med 
ultrafiltracijo. Za ožje vrhove in bolj točne rezultate bi morali analizirati sestavo sirotke in 
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Sposobnost rasti in sinteze bakteriocinov v kisli sirotki iz proizvodnje skute, preostali po 
odvzemanju dela sirotkinih proteinov na pilotni napravi za izmenjevalno kromatografijo z 
monolitnimi kolonami, smo raziskali pri 5 različnih sevih vrste Lactococcus (Lc.) lactis: 
Lc. lactis IM 141, Lc. lactis IM 142, Lc. lactis IM 143, Lc. lactis IM 144, Lc. lactis IM 145 
ter referenčni sev Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 (IM 407). 
 
Z barvanjem po Gramu in mikroskopiranjem smo najprej preverili osnovne morfološke 
lastnosti in čistost izolatov iz kislega mleka, ki so bili 20 let shranjeni v zbirki in smo jih 
izbrali za preskuse. Ker sama morfološka slika ni dovolj za identifikacijo 
mikroorganizmov in je ta le nakazovala, da so sevi lahko predstavniki Lactococcus, smo iz 
vseh petih izbranih sevov izolirali DNA ter z metodo verižne reakcije s polimerazo (PCR) 
in gelsko elektroforezo ugotavljali pripadnost vrsti Lc. lactis.  
 
Popolno genomsko zaporedje mlečnokislinske bakterije Lactococcus lactis ssp. lactis so že 
leta 2001 objavili Bolotin in sodelavci.  Uporabili smo za to vrsto specifične začetne 
oligonukleotide 27f-Lla (Barakat in sod., 2000). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 
DNA referenčnega seva IM 407, kot negativno kontrolo pa sterilno vodo (milliQ). 
Pripadnosti vrsti Lc. lactis smo s pozitivnim rezultatom metode PCR potrdili le pri dveh 
izolatih – IM 143 in IM 145. V nadaljevanju smo uporabili le identificirana seva in 
referenčni sev.  
  
Z izolatoma IM 143 in IM 145 smo naredili še tri reakcije PCR za potrjevanje prisotnosti 
za tri različne bakteriocine (nizin, lakticin 481 in laktokokcin A), kjer smo ob nanosu na 
gel ponovno kot pozitivno kontrolo za potrjevanje prisotnosti genov za nizin uporabili 
DNA referenčnega seva IM 407, kot negativno kontrolo za vse tri poskuse pa sterilno 
vodo. Pri teh reakcijah smo uporabili začetne oligonukleotide, specifične za omenjene tri 
bakteriocine, ki so bili opisani v literaturi (Rodríguez in sod., 2000). Prisotnost genov za 
nizin smo potrdili pri obeh izolatih, pri nobenem od izolatov pa nismo našli genov za 
lakticin 481 in laktokokcin A.  
 
V primeru ko smo sirotko avtoklavirali, je med toplotno obdelavo prišlo do koagulacije in 
denaturacije proteinov. Koagulirane beljakovine smo, pred dodajanjem dodatkov (kvasni 
ekstrakt, minerali) in nacepitvijo za gojitvene teste, odstranili s centrifugiranjem. To smo 
storili zato, da je bilo gojišče dovolj bistro, da smo v njem lahko rast zasledovali z 
merjenjem optične gostote. Odstranitev koaguliranega dela proteinov in kvartarna zgradba 
denaturiranih proteinov sta ključna pri razumevanju rezultatov gojitvenih testov.  
 
Po 20 in 40 urni inkubaciji nacepljenih sevov smo višjo optično gostoto zmerili pri 
avtoklavirani sirotki z dodatki kot pa pri mikrofiltrirani sirotki z dodatki (pri vseh 
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kombinacijah p<0,05). Zaradi  tega smo predvidevali, da je rast v mikrofiltrirani sirotki 
slabša, ker  ni bila podvržena toplotni obdelavi in proteini niso tako dostopni, sami testni 
sevi pa nimajo dobrih sposobnosti za razgradnjo proteinov. V avtoklavirani sirotki pa so 
zaradi toplotne obdelave sirotkini proteini že delno razgrajeni, kar olajša njihovo 
izkoriščanje s strani bakterij. Ampak v vsakem primeru je bil dodatek kvasnega ekstrakta, 
ki vsebuje peptide, aminokisline in vitamine B kompleksa (Merck, 2010), potreben za rast, 
avtoklaviranje pa je samo dodatno prispevalo k boljšemu izkoriščanju hranil, prisotnih v 
sirotki. 
 
Kot zasledimo v literaturi (Bertrand in sod., 2001), je rast sevov v različno obdelani sirotki 
(mikrofiltrirana ali avtoklavirana) tekom 20- in 40-urne inkubacije izboljšal dodatek 
kvasnega ekstrakta. Dodatek mešanice mineralov, ki smo ga uporabili tudi v tej raziskavi 
(M2: MgSO4, MnSO4, K2HPO4, CH3COONa,  CH6H8O7×2NH3), pa je izboljšal rast 
predvsem v avtoklavirani sirotki po 20 (p=0,0095) in 40 h (p=0,0063) inkubacije. 
Pozitiven vpliv na rast in proizvodnjo nizina ima fosfor, katerega koncentracijo v kulturi 
smo povečali z dodatkom K2HPO4 (Malvido in sod., 2018). Možna razlaga za opaženi 
učinek dodanih mineralov je, da je v avtoklavirani sirotki laktokokom manjkalo mineralov, 
ki smo jih z skupaj s koaguliranimi proteini delno odstranili.  
Do podobnih ugotovitev so prišli brazilski znanstveniki, ki so opazovali vpliv različnih 
koncentracij dodatkov v gojiščih na osnovi avtoklavirane sirotke na rast laktokokov, 
sintezo in protimikrobno aktivnost nizina. Kot testni mikroorganizem so uporabili sev 
Lactoccocus lactis CECT 539, kot indikatorski mikroorganizem pa bakterijo 
Carnobacterium piscicola CECT 4020. V nasprotju z našim poskusom, kjer smo testirali 
različne kombinacije dodatkov v sirotki, so oni testirali vpliv koncentracije hranil. 
Uporabljen dodatek je poleg kvasnega ekstrakta in mešanic mineralov, ki smo jih uporabili 
tudi v našem preskusu, vseboval še mesni ekstrakt in bakteriološki pepton. Ugotovili so, da 
so z gojenjem sevov v sirotki s takšnimi koncentracijami hranil in mineralov, kot so v 
gojišču MRS, pridobili  največjo količino biomase in nizina. Koncentracije komponent 
bujona MRS so se ujemale z našimi koncentracijam mineralnih soli, z izjemo kvasnega 
ekstrakta (4 g/L) in natrijevega acetata (5,0 g/L) (Malvido in sod., 2019). 
 
Opazili smo tudi, da več kot 20 h inkubacije sevov ni bila smiselna, saj med 20. in 40. uro 
inkubacije nismo zabeležili rasti. Rast sevov v avtoklavirani in mikrofiltrirani sirotki smo 
lahko potrdili tudi z meritvijo pH po 20 in 40 urah inkubacije, ki je bil zaradi tvorbe 
mlečne kisline tekom fermentacije nižji kot pa pri negativni kontroli, v nenacepljenem 
gojišču. Zaradi proizvodnje mlečne kisline se je pH gojišča zmanjšal do blizu pH 4. V 
živilski industriji to zelo radi izkoriščamo, saj tako nizek pH zavira rast večine drugih 
mikroorganizmov, tudi patogenim mikroorganizmom in tehnološkim kvarljivcem ter tako 
živilu podaljšamo rok uporabnosti (Reddy in sod., 2008).   
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Cone inhibicije rasti indikatorskega seva, ki so bile semi-kvantitativen pokazatelj 
protimikrobne aktivnosti nizina, smo opazili pri vseh supernatantih kultur, kar kaže, da je 
bil nizin prisoten v vseh. Te so bile manjše pri vzorcih kultur v gojišču BHI kot pa v 
sirotki. Supernatanti kultur v avtoklavirani sirotki brez dodatkov so nekoliko manj zavirali 
rast indikatorskega seva kot tisti v mikrofiltrirani sirotki brez dodatkov. Čeprav je bila rast 
laktotokov v avtoklavirani sirotki boljša, je bila proizvodnja nizina nekoliko slabša. 
Nasprotno pa smo opazili ob primerjavi velikosti con inhibicije za gojišča na osnovi 
sirotke z dodatki, saj smo opazili večjo protimikrobno aktivnost v supernatantih kultur v 
avtoklavirani sirotki z dodatki.  
 
Supernatante kultur z nizinom, uravnane na pH 3 ali 6,  smo tudi liofilizirali ter shranili za 
en mesec pri različnih temperaturah, da bi ocenili stabilnost nizina med liofilizacijo in med  
hranjenjem. Vzorce z liofiliziranimi supernatanti smo takoj po liofilizaciji ali po enem 
mesecu rehidrirali in izmerili njihovo protimikrobno aktivnost proti indikatorskemu sevu. 
Primerjava protimikrobne aktivnosti rehidriranih vzorcev je pokazala, da so tisti s pH 3 
med liofilizacijo bolje ohranili aktivnost, med enomesečnim skladiščenjem pri katerikoli 
temperaturi pa se je aktivnost enako dobro ohranila v vseh vzorcih. To smo sodili po 
velikosti con inhibicije, ki sicer lahko pokažejo večje razlike v aktivnosti med vzorci, ne 
omogočajo pa kvantitativnega ovrednotenja. Za to bi bila primernejša kakšna druga 
metoda, na primer metoda kritičnega razredčevanja v tekočem gojišču (Bogovič-Matijašić 
in sod., 1998). Takšni rezultati so v skladu z rezultati skupine ameriških in egipčanskih 
raziskovalcev, ki so opazovali obstojnost protimikrobne aktivnosti liofiliziranega nizina po 
enomesečnem shranjevanju pri 4 in 30 ºC. Tudi v njihovi raziskavi se je protimikrobna 
aktivnost nizina bolje ohranila pri vzorcih, ki so jim predhodno znižali pH (pH=2) (Senan 
in sod., 2016). 
 
Protimikrobna aktivnost proteinov v drugemu delu supernatantov, ki smo jih precipitirali z 
dodatkom amonijevega sulfata (30 g/100 mL), resuspendirali v fosfatnem pufru ter jih z 
ultrafiltracijo (3 kDa) skoncentrirali, se je po takšni obdelavi izboljšala. Dobili smo bolj 
čist nizin. Kot ekonomsko ugoden postopek čiščenja nizina, ki so ga proizvedli laktokoki v 
sirotki, je zabeležen v literaturi. Iz literature je znano, da precipitacija nizina z amonijevim 
sulfatom odstrani nečistoče in izboljša čistost nizina ter posledično poveča njegovo 
protimikrobno aktivnost, kar se ujema z našimi ugotovitvami (Faustino Jozala in sod., 
2015). Učinkovitost precipitacije z amonijevim sulfatom so potrdili tudi indijski 
znanstveniki, ki so nizin nadalje očistili z gelsko filtracijo ali kromatografijo s 
hidrofobnimi interakcijami. V koraku precipitacije z amonijevim sulfatom (do 80 % 
nasičenja) so zabeležili 2,5-krat povečano specifično aktivnost, ob 62-odstotnem izplenu 
(Gujarathi in sod., 2008). 
 
Vzorce pred in po precipitaciji nizina ter netretirani standard nizina smo nato še analizirali 
z metodo tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z obrnjenimi fazami (RP-HPLC). 
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Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je kromatografska tehnika, ki ločuje 
posamezne sestavine iz mešanice. Uporablja se v biokemiji in analitični kemiji za 
identifikacijo, kvantifikacijo in čiščenje posameznih sestavin. Prednost RP-HPLC pred 
običajno metodo HPLC je ta, da je stacionarna faza hidrofobna, kar omogoča analizo 
širokega spektra organskih spojin (Prathap in sod., 2013).  Ker smo pri vseh vzorcih in 
standardu na kromatogramu dobili dva vrhova, smo s testom protimikrobne aktivnosti 
pregledali obe frakciji, ki sta sovpadali z vrhovoma.  
 
S preskusom protimikrobne aktivnosti in tudi z elektroforezo NaDS-PAGE smo potrdili, da 
je frakcija, ki je sovpadala z enim od vrhov, zelo verjetno vsebovala nizin. Položaj lise smo 
primerjali z uporabljeno lestvico. V literaturi navajajo velikost nizina 3,4 kDa (Gross in 
Morell, 1971). Glede na lestvico smo na mestu med 3,4 in 5 kDa pri vzorcu iz ene od 
frakcij zaznali močnejšo liso. Kljub temu pa je bil položaj lise malo višje od 
pričakovanega, tudi za standard. Standard, ki smo ga uporabili, je vseboval nizin tipa A, do 
razlike v položaju lis je zato lahko prišlo tudi zaradi drugačnega tipa nizina, ki ga 
proizvajajo uporabljeni sevi. Do sedaj so odkrili 8 različnih naravnih tipov nizina, in sicer 
nizin A, Z, F in Q, ki jih proizvajajo laktokoki, ter nizin U, U2, P in H, ki jih proizvajajo 
nekatere vrste streptokokov (O'Connor in sod., 2015). Drugo liso, ki je sovpadala s 
standardom velikosti 10 kDa, pa bi morda lahko razložili tudi s povezovanjem nizina v 
dimere ali multimere (Gharsallaoui  in sod., 2016).  
 
Na kromatogramih smo opazili, da so bili vrhovi naših vzorcev v primerjavi z vrhovom 
standarda širši. To smo pripisali čistosti naših vzorcev. Če bi želeli boljšo ločbo, ki bi se 
pokazala tako, da bi bil vrh frakcije z nizinom ožji, bi morali ekstrakt z nizinom dodatno 
očistiti oz. odstraniti druge snovi iz vzorca - proteini sirotke, ki so večji od 3 kDa in so tako 
med procesom ultrafiltracije prav tako zastali v koncentratu. Za bolj celovite rezultate bi 
morali analizirati sestavo sirotke in to primerjati s pridobljenim kromatogramom ali pa 
uporabiti še gelsko filtracijo. 
 
RP-HPLC in Tris-Tricine-SDS-PAGE, ki ji je sledilo spektrofotometrično določanje 
proteinov v raztopini (metoda po Bradford) so kot metode za identifikacijo in  določitev 
koncentracije nizina proizvedenega v sladki sirotki uporabili češki znanstveniki, ki so 
primerjali postopke za ekstrakcijo in stabilizacijo nizina. Rezultati za indentifikacijo 
nizina, ki so jih dobili z obema metodama, so bili primerljivi. Rezultati za koncentracijo 
nizina pa so se zaradi različnih principov metod nekoliko razlikovali. Rezultati RP-HPLC 
so bili nekoliko nižji, saj ima metoda boljšo selektivnost in se pri rezultatu niso upoštevali 
tudi drugi proteini z molekulsko maso podobno nizinu (Holcapkova in sod., 2017). Če bi 
tudi mi določevali koncentracijo nizin z naših gelov in primerjali rezultate, predvidevamo, 
da bi prišli do podobnih zaključkov. 
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Ker ima nizin širok spekter uporabe v živilski in drugih industrijah, je postal glavni cilj 
mnogih raziskav povečati njegovo proizvodnjo in zmanjšati stroške. Za izboljšanje 
produkcije nizina obstajajo tudi številne nove možnosti,  kakor so imobilizacija oz. 
mikrokapsuliranje v različne nosilce (alginat, karagenan in drugi), z namenom boljše 
proizvodnje v bioreaktorjih, ali preurejanje genomov mikroorganizmov s sistemom Crispr-
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- Izbrani sevi laktokokov so sposobni rasti v osiromašeni kisli sirotki, ki nastane pri 
proizvodnji skute (1. hipoteza). 
- Rast sevov laktokokov in proizvodnjo bakteriocinov v kisli sirotki smo izboljšali z 
dodatkom kvasnega ekstrakta (2. hipoteza).  
- Dodajanje mešanice soli, ki je poleg magnezijevega in manganovega sulfata 
vsebovala tudi dikalijev hidrogenfosfat, Na acetat in diamonijevega hidrogencitrat 
je imelo pozitiven učinek na rast laktokokov samo v primeru avtoklavirane kisle 
sirotke z dodanim kvasnim ekstraktom.  
- Protimikrobna aktivnost supernatantov kultur laktokokov v gojiščih na osnovi kisle 
sirotke je bila posledica prisotnosti nizina.  
- Proizvodnja nizina, ki so ga v kisli sirotki proizvedli laktokoki, se je izboljšala ob 
dodatku kvasnega ekstrakta v gojišče. 
- Protimikrobna aktivnost nizina se je tekom liofilizacije in 1-mesečnega 
shranjevanja bolje ohranila v kislem okolju (pH=3), medtem ko temperatura 
skladiščenja (sobna temperatura, 4 ºC ali -20 ºC) ni imela vidnega vpliva. 
- Delno očiščen nizin, ki smo ga pridobili s precipitacijo z amonijevim sulfatom, je 
ohranil aktivnost. Aktivnost smo dokazali tudi od eni od frakcij, pridobljeni med 
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Sirotka, ki je glavni stranski produkt mlekarske industrije, je slabo izkoriščena. Čeprav jo 
uporabljajo pri izdelavi drugih mlečnih izdelkov, prehranskih dopolnil, dodatkov za 
mlečne formule, za prehrano živali, kot gnojilo ali kot substrat za bioplinarne, je veliko še 
vedno konča kot odpad. Problematična je predvsem kisla sirotka iz proizvodnje skute, 
grškega jogurta in sorodnih izdelkov, saj je njena nadaljnja predelava povezana z večjimi 
tehničnimi izzivi. Zaradi vsebnosti sirotkinih beljakovin, laktoze in mineralov ter 
posledično visoke biološke in kemijske zahteve po kisiku, ki je potreben za njeno 
razgradnjo, zavržena sirotka za proizvajalca predstavlja strošek, namesto da bi jo izrabili za 
pridobivanje dragocene snovi, ki jo vsebuje. Nadaljnja izraba sirotke je smiselna tako iz 
ekonomskih kakor tudi iz okolijskih razlogov.   
 
V okviru naloge smo raziskali eno od številnih možnosti za izrabo sirotke – za gojenje 
koristnih mikroorganizmov v sirotki ter s tem pridobivanjem mikrobne biomase in 
dragocenih produktov metabolizma. Raziskali smo sposobnost izbranih sevov vrste 
Lactococcus (Lc.) lactis za sintezo nizina v kisli sirotki, ki nastane pri proizvodnji skute. 
Raziskavo smo začeli s petimi izolati rodu Lactococcus (Lc.) iz tradicionalnega kislega 
mleka, ki jih od leta 1995 hranijo v zbirki Inštituta za mlekarstvo in probiotike 
(Biotehniška fakulteta Univerze v Ljubljani) in so v predhodnih raziskavah izkazali 
protimikrobno aktivnost. Vključili smo tudi referenčni sev Lc. lactis subsp. lactis ATCC 
11454 (IM 407). Ker smo pripadnost podvrsti Lc. lactis subsp. lactis potrdili le pri dveh od 
izbranih izolatov iz kislega mleka (IM 143 in IM145), smo v nadaljevanje preskuse 
vključili le ta dva. Pri obeh sevih smo ugotovili prisotnost genov za bakteriocin nizin, 
genov za lakticin 481 in laktokokcin A, ki so tudi pogosti pri laktokokih, pa ne.  
 
Izbrane seve laktokokov smo gojili v tekočem komercialnem gojišču BHI ter v kisli sirotki, 
preostali po ekstrakciji dela sirotkinih proteinov na pilotni napravi (podjetje Arhel). Kislo 
sirotko smo bodisi avtoklavirali ali mikrofiltrirali ter uporabili takšno ali pa obogateno. 
Dodajali smo predhodno mikrofiltriran kvasni ekstrakt (5 %) ali pa kvasni ekstrakt (5 %) in 
eno od mineralnih mešanic (M1 ali M2). V gojišču z dodatkom M1 so bile končne 
koncentracije dodanega magnezijevega sulfata (MgSO4) 0,1 g/L in manganovega (II) 
sulfata (MnSO4) 0,05 g/L. V gojišču z M2 je bilo  0,1 g/L magnezijevega sulfata (MgSO4), 
0,05 g/L manganovega (II) sulfata (MnSO4), 2 g/L dikalijevega hidrogenfosfata (K2HPO4), 
2g/L natrijevega acetata (CH3COONa) in 2g/L diamonijevega hidrogencitrat 
(CH6H8O7×2NH3).  
 
Rast sevov in proizvodnja bakteriocina nizin je bila boljša pri sirotkah z dodatkom 
kvasnega ekstrakta in mineralnih mešanic. Rast sevov smo določili z merjenjem optične 
gostote pri 630 mm, proizvodnjo nizina pa z opazovanjem prisotnosti in velikosti con 
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inhibicije rasti indikatorskega seva. Na protimikrobno aktivnost proizvedenega nizina 
dodatki niso imeli bistvenega vpliva.  
 
Preiskali smo tudi vpliv liofilizacije in hranjenja na protimikrobno aktivnost nizina, 
proizvedenega v sirotki. Pokazali smo,  in opazili, da se je ta bolje ohranila pri 
supernatanih kultur, ki so jim pred liofilizacijo uravnali pH na 3. Enomesečno shranjevanje 
liofiliziranih supernatantov kultur ob različnih temperaturnih razmerah (sobna temperatura, 
4 ºC in -20 ºC) je pokazalo, da liofilizacija postopek, ki pomaga ohranjati protimikrobno 
aktivnost nizina.  
 
Prisotnosti nizina v supernatntih smo potrdili z upoštevanjem rezultatov metod NaDS-
PAGE elektroforezo in RF-HPLC, pri čemer smo predhodno nizin v supernatantih očistili 
in skoncentrirali. 
 
Uporaba sirotke v namene gojenja mikroorganizmov, ki proizvajajo koristne snovi kot je 
nizin, je z ekološkega vidika smiselna, saj s tem izkoristimo drugače zavrženo sirotko. 
Potrebno pa bo še raziskati, kako bi izrabo sirotke na ta način prenesli na večje količine, da 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Rast seva Lc. lactis IM 145 v gojišču BHI ter v avtoklavirani in mikrofiltrirani sirotki z ali brez dodatkov. 
Prikazane so povprečne vrednosti optične gostote treh bioloških ponovitev s standardnim odklonom, v teh časovnih 
točkah: na začetku, po 20 h in po 40 h. BHI – bujon BHI, aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – 
kvasni ekstrakt, M1 – mineralne soli 1 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev 
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Priloga B: Rast seva Lc. lactis IM 407 v gojišču BHI ter v avtoklavirani in mikrofiltrirani sirotki z ali brez dodatkov. 
Prikazane so povprečne vrednosti optične gostote treh bioloških ponovitev s standardnim odklonom, v teh časovnih 
točkah: na začetku, po 20 h in po 40 h. BHI – bujon BHI, aS – avtoklavirana sirotka, fS – mikrofiltrirana sirotka, KE – 
kvasni ekstrakt, M1 – mineralne soli 1 (magnezijev sulfat, manganov (II) sulfat), M2 – mineralne soli 2 (magnezijev 
sulfat, manganov (II) sulfat, dikalijev hidrogenfosfat, natrijev acetat, diamonijev hidrogencitrat) 
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Priloga C: Preskušanje protimikrobne aktivnosti nizina v supernatantih kultur seva vrsta IM 145 po 40 urnem gojenju v 
gojišču BHI, v avtoklavirani in v mikrofiltrirani sirotki z ali brez dodatkov 
 
 
Priloga D: Preskušanje protimikrobne aktivnosti nizina v supernatantih kultur seva vrsta IM 407 po 40 urnem gojenju v 
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Priloga E: Cone inhibicije rasti indikatorskega seva Lactobacillus sakei subsp. sakei ATCC 15521 zaradi delovanja 
nizina (proizvajalec L. lactis IM 145) po uravnavanju pH, liofilizaciji in eno-mesečnem shranjevanju pri različnih 
temperaturah (G: sobna temperatura, H: 4 ºC, I: -20 ºC) 
 
 
Priloga F: Cone inhibicije rasti indikatorskega seva Lactobacillus sakei subsp. sakei ATCC 15521 zaradi delovanja 
nizina (proizvajalec L. lactis IM 407) po uravnavanju pH, liofilizaciji in eno-mesečnem shranjevanju pri različnih 
temperaturah (J: sobna temperatura, K: 4 ºC, L: -20 ºC) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
